




































































































報  告  番  号 甲第 2949 号 氏  名 櫻田 晃 
An Intronic Single Nucleotide Polymorphism in the MUTYH Gene Is Associated with 
Increased Risk for HCV-induced Hepatocellular carcinoma 
MUTYH 遺伝子のイントロン一塩基多型は HCV 誘発性 HCC 発癌リスクの上昇と関連する 
 
研究目的 
C 型肝炎ウイルス（HCV）感染は, 慢性肝炎, 肝硬変および肝細胞癌（HCC）の原因の 1 つで
ある. C 型慢性肝炎（CHC）患者の肝には軽度から中等度の鉄蓄積が生じており, 細胞内の過剰
遊離鉄が活性酸素種(ROS)の産生を亢進させ, 肝細胞傷害や肝線維化を惹起することが知られ,
肝内に 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxodGuo) が増加することにより G:C→T:A
型の遺伝子変異を誘発し HCC の原因となることが推測されている. 我々はこれまでに, LEC
ラットにおいて肝臓における鉄の蓄積が肝炎および HCC の発生を引き起こすことを報告して
おり, CHC 患者に対して瀉血療法と鉄制限食を併用することにより肝炎を鎮静化し, 肝の線維
化を改善させ, 8-oxodGuo 量を正常化することで HCC の発生率を低下させることを明らかに
してきた. この 8-oxodGuo による遺伝子変異を修復する酵素として, MUTYH, OGG1 および
MTH1が挙げられる.これらの酸化的DNA損傷修復酵素活性が低下すると, HCC発生のリスク
が増加することが予測されるが, これら修復酵素遺伝子の個体差と肝発癌性の関係はまだ解明
されていない. 本研究では,これらの修復酵素遺伝子の単塩基多型と HCV 感染を背景とした
HCC発生リスクとの因果関係について解析した. またマウスモデルを用いて, 酸化ストレス負
荷による肝発癌における酸化的 DNA 損傷修復酵素の関与についても検討した. 
 
研究方法   
1) 対象 
2007 年から 2015 年の間に当科で CHC と診断された患者のうち, 以下の基準に基づいて 93 症
例（うち HCC 38 症例）を登録した.（a）45 歳以上で抗 HCV 抗体および HCV-RNA を有する
（b）病理組織学的に慢性肝炎の所見をみとめる（c）抗核抗体, 抗平滑筋抗体, 抗ミトコンド
リア抗体, HBs 抗原が陰性（d）習慣的な薬物の使用またはアルコールの摂取がない. HCC の有
無については以下の基準に基づいて判定した.（a）組織学的 あるいは（b）少なくとも 2 つの
異なる画像検査で HCC の典型的な所見を有する腫大病変をみとめる また, 年齢, 性別, 喫煙
歴, ALT, GGT および血小板数などの臨床情報を利用した. 本研究は当院の倫理委員会の承諾
を得て実施した. 
2) SNP 選択とジェノタイピング 
1000 genomes プロジェクトのCHBJBTのSNPデータとSNP Annotation and Proxy Search
（SNAP）プログラムを使用し, 塩基除去修復遺伝子（MUTYH,OGG1 および MTH1）それぞ
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れのTag SNPを以下の条件で選択した. MAF>0.1, r2>0.8, および distance limit: 500kb. それ
らの SNP について末梢血単核球細胞から DNA を抽出し iPLEX Agena MassARRAY プラット
フォームにより解析した. 
3) TaqMan Real-Time Quantitative RT-PCR Assay  
末梢血単核球細胞および肝組織の MUTYH mRNA レベルを TaqMan RT-PCR で定量した. 
4) 細胞培養 
Huh-7 および HepG2 細胞は, American Type Culture Collection から入手した. 10％FBS を含
む DMEM で培養した. 
5) ルシフェラーゼアッセイ 
MUTYH プロモーター（-2000 から+200 または-1000 から+200）の断片を有するルシフェラ
ーゼレポーター遺伝子およびイントロン6のメジャーまたはマイナーアレル配列をHuh-7およ
び HepG2 細胞にトランスフェクションし, ルミノメーターにより相対的なルシフェラーゼ活
性を定量化した.  
6) マウス 
樹立された MUTYH null mice と C57BL/6 mice の交配により, 野生型マウス 36 匹, ヘテロ遺
伝子型（+/-）マウス 51 匹, および MUTYH null mice 51 匹を得て, SPF 環境で飼育した. 45mg 
/ kg の鉄を含む標準食群と 225mg / kg の鉄を含む鉄過剰食群に割り付けた. N-アセチル-L-シ
ステイン（NAC）投与群では 4 週齢のヘテロ遺伝子型マウスおよび MUTYH null mice に与え




の報告に従い 5 段階（grade 0-4）に分類した． 
8) 肝臓鉄濃度 
肝組織を120℃で24時間乾燥させ, 加熱しながら硝酸および硫酸を加えて溶解した後脱イオン
水で希釈し, 3000rpm で 10 分間遠心分離した後, 原子吸光分析計（AAnalyst 800, Perkin 
Elmer, Norwalk, CT）を用いて測定した. 
9) 肝内 8-oxodGuo 免疫染色 
 パラフィン固定された肝組織に対して抗 8-oxodGuo 抗体(MOG−020P, 日本老化制御研究所,
袋井, 日本)を用いて免疫染色を施行した．定量については肝細胞内の核の染色程度について
KS-400 システム(Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbermoss, Germany)を用いて数値化し , 
normal mouse IgG との比を相対的免疫染色強度とした．各標本において少なくとも 3 視野以
上で測定を行い，その平均値を解析に用いた． 
10) AFP の免疫染色 
パラフィン固定された肝組織に対して8μg/ mLのヤギ抗AFP一次ポリクローナル抗体（Santa 
Cruz Biotechnology,Inc. Santa Cruz,CA）, ビオチン化二次抗体およびペルオキシダーゼ- ア
ビジン複合体（Envision Plus kit; Dako Japan Co.）を用いた． 
研究成績 
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1) MUTYH 遺伝子の SNP と HCC のリスク 
MUTYH, OGG1 および MTH1 の 19 個の SNP について iPLEX アッセイを用いて解析したと
ころ, MUTYH 遺伝子の rs3219487 においてのみで HCC 群（n=20）と CHC 群 (n=20) との
間に genotype 間の有意差を認めた.  G/A 遺伝子型は, G/G 遺伝子型と比較して, HCC 発生リ
スクが高かった. 対象を HCC 群（n=38）と CHC 群（n=55）に拡大し, 患者背景因子を含め
検討したところ, HCC 群では有意に年齢が高く, 血小板数が少なかった. rs3219487 遺伝子型
は HCC 群において A/A または G/A 遺伝子型（A キャリア）が有意に G/G よりも多かった. こ
れらの因子について多変量解析を行ったところ, 高齢と A キャリアが HCC 発生の独立した危
険因子として抽出された. さらに, HCCの10年間の累積発生率は, G/Gの17.6％と比較して, A
キャリアで 38.0％と高かった. Cox 比例ハザード回帰モデルでは, P < 0.1 未満の変数は, 年齢,
血小板数および MUTYH 遺伝子型であった. 性別, 年齢および血小板数を調整した後に多変量
解析を行ったところ, A キャリアが HCC 発生の独立危険因子として抽出された.  
2) MUTYH mRNA 発現と MUTYH 遺伝子型との関連 
末梢血単核球細胞および肝組織のいずれの MUTYH mRNA レベルも, A キャリアが G/G に比
べて有意に低かった. （p=0.0157, 0.0108） 
3) トランスフェクション活性に及ぼすイントロン変異の影響 
rs3219487 のメジャーアレル配列を含む p-2KB+ IVS6+ 35G は, Huh7 細胞および HepG2 細
胞において rs3219487 のマイナーアレル配列を含む p-2KB+ IVS6+ 35A より活性が高かった. 
p-1KB+ IVS6+ 35G と p-1KB+ IVS6+ 35A はほぼ等しい活性を示した.  
4) Mice への鉄過剰食による肝障害 
６ヶ月の介入により鉄過剰食群では肝組織に軽度の肝脂肪化と炎症細胞浸潤が生じ, 12 ヶ月の
介入においてその程度が増強していた. 血清 ALT 値は６ヶ月の介入で鉄過剰食群において標
準食群に比較して上昇傾向となり, 12 ヶ月の介入ではより有意に上昇した. genotype 間に有意
差は認められなかった. 肝組織のプルシアンブルー染色を行ったところ１２ヶ月介入後の鉄過
剰食群では全例に鉄沈着が確認でき, 肝臓の鉄重量は, 鉄過剰食群で有意に増加していた. 
5) MUTYH null mice における鉄過剰食による肝発癌 
６ヶ月の介入では, いずれの mice においても肝腫瘍が認められなかった. 12 ヶ月の介入では, 
MUTYH null mice の鉄過剰食群で 12 例中 4 例に肝腫瘍が認められた. 発生した肝腫瘍は, い
ずれも大型で多発しており, HE 染色では N/C 比の増大と不規則な細索状配列が認められ, 脂
肪沈着を伴う部分も散見された. 腫瘍部はいずれも AFP 染色陽性であり,ヒト肝細胞癌と同様
の病理所見であった.食事に追加した NAC を MUTYH +/- mice および MUTYH null mice にお
いては, 12 ヶ月の鉄過剰食介入によって肝腫瘍は認められなかった.  
6) Mice における鉄過剰食による肝内 8-oxodGuo 蓄積 
６ヶ月の介入では有意差を認めなかったが, 12 ヶ月の介入では標準食群に比較して鉄過剰食群






以前に, CHC と HCV 関連 HCC 患者の肝臓に 8-oxodGuo が蓄積していることを報告し, さら
に瀉血療法と鉄制限食の併用により肝臓における 8-oxodGuoの蓄積を減少させ, 発癌率を低下
させることを明らかにしてきた. このことから我々は, 8-oxodGuo に関連する遺伝子変異を修
復する酵素が HCC 発生に関与していると推測した. ヒトにおいて DNA 修復酵素結腸・直腸癌
あるいは肺癌発生の危険因子である可能性が報告されているが, HCC 発生との関連については
これまで検討されていない. 本研究では最初に genotyping assay により MUTYH 遺伝子の
rs3219487 の A キャリアにおいて HCC 発生リスクが高いことを示した. 対象を拡大し解析し
たところ, A キャリアは G/G 遺伝子型と比較して性別, 年齢および血小板数調整後の多変量解
析においても HCC 発生の独立危険因子であることが明らかとなった. これらの結果から, 肝
に持続的な酸化ストレス負荷が存在する状況下では , MUTYH 遺伝子の rs3219487 の
genotypingにより肝発癌リスクを予測できる可能性があり, それにより適切な検査間隔の設定
や抗酸化治療対象者の絞り込みも可能になるものと考えられる.当該 SNP がイントロンに存在
するが, A キャリアにおける末梢血単核球細胞および肝組織の MUTYH mRNA の発現は G/G
と比較して低下していることが確認された. MUTYH遺伝子転写開始位置より上流側2KBの配
列に, メジャーあるいはマイナーアレル配列を挿入し, ルシフェラーゼアッセイを行ったとこ
ろ, マイナーアレル配列の挿入によって MUTYH の発現減弱が認められた. したがって, 
rs3219487のマイナー配列がプロモーター領域に干渉し, MUTYH mRNA発現を抑制している
ものと考えられた. 西後に MUTYH null mice を用いて,酸化ストレスによる肝発癌における
MUTYH 活性の影響を検討証左した. MUTYH null mice は 18 ヶ月で小腸腫瘍を発生すること
が報告されているが, 肝癌の自然発生は認められていない. CHC 患者における中等度の肝内鉄
沈着が生じるように食事中鉄量を 225mg/kg diet に調節し, CHC 患者と同等の酸化ストレスを
MUTYH null mice に与えた. その結果, 小腸腫瘍が発生する以前の, 食事介入から 12 ヶ月で
約 1/3 の mice に肝腫瘍の発生を認めた. さらに, 抗酸化薬 NAC を鉄過剰食と同時に与えるこ
とにより, この発癌がキャンセルされることも明らかにした. このことから過剰鉄による持続







MUTYH rs3219487 A キャリアの CHC 患者では MUTYH 転写抑制により MUTYH 活性低下
が生じており, 肝発癌率が有意に高い. 鉄による持続的な酸化ストレスを肝に与えた mice 
model において肝発癌を惹起するが, それは抗酸化薬により改善可能である. 
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て検討することを目的とした。CHC 症例において rs3219487 A carrier は肝発癌率が有意
に高かった。また、持続的な酸化ストレスを与えた MUTYH null mice において肝発癌が
惹起され、肝発癌に MUTYH が関与することが示された。本研究は rs3219487 A carrier の
検索が CHC からの肝発癌スクリーニングに利用できる可能性を示唆し, 学位論文として
十分に値するものであると考えられた。 
 
